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摘要: 研究了几种修饰剂对青霉菌( Penicillium amagasak iense)葡萄糖氧化酶( GOD , EC 1. 1. 3. 4)活力的影响.结果表
明,溴代乙酸、N 溴代丁二酰亚胺( N BS)、乙酰丙酮等对酶的抑制作用较强, 随着抑制剂浓度增大,酶活力呈指数下降, 酶
活力下降 50%的抑制浓度分别为 40. 8, 28. 5 和 8. 7 mmo l/ L, 认为咪唑基、吲哚基、精氨酸胍基是该酶的活性功能基团,
而蛋白质分子中巯基、二硫键、赖氨酸的 氨基、丝氨酸残基与酶活力无关. 进一步研究了 N BS 的抑制动力学, 结果显
示: N BS 对酶的抑制作用为非竞争性可逆抑制,抑制常数( K I )为 19. 2 mo l/ L .该研究对青霉菌 G OD 在生产上的应用具
有一定的理论指导意义.
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葡萄糖氧化酶( Glucose o xidase, GOD)系统名为:
 D 葡萄糖氧化还原酶( EC 1. 1. 3. 4) . 它能够在有氧




和青霉菌( Penici ll ium amagasakiense )株进行发酵生
产. GOD由于其天然无毒、无副作用, 自 20世纪被发
现以来,已广泛应用于食品医药、临床化学、分析化学
等许多领域, 具 5 有去除葡萄糖、脱氧、杀菌等作
用[ 2 4] .



























1. 2. 1 蛋白浓度的测定
蛋白浓度测定采用 Folin 酚法.
1. 2. 2 酶活力的测定
GOD活力的测定参考文献 [ 5 6]方法. 酶活力单
位的定义为:在上述条件下,每毫升每分钟催化葡萄糖
水解产生 1 mo l产物的酶量. 比活力的定义为:每毫
克酶蛋白所具有的酶活力单位数.
1. 2. 3 修饰剂对酶活力作用的测定
参考文献[ 7] ,将一定量的酶与不同浓度的修饰剂
在室温条件下对酶进行化学修饰作用 30 m in, 然后取





1. 2. 4 修饰剂对酶活力的抑制动力学测定
参考文献[ 8] , 固定底物浓度为 0. 55 m ol/ L ,分析
不同浓度修饰剂对酶的抑制机理. 另外, 改变底物浓
度,在含不同浓度修饰剂的活力测定体系中, 测定酶活
力,通过 Linew eaver Burk双倒数作图法,比较酶催化




在 37 , pH 7. 0的酶活力测定体系中, 以修饰
剂:巯基乙醇、溴代乙酸、pCM B、NBS、醋酸酐、乙酰丙
酮、PMSF 为效应物, 研究它们对青霉菌 GOD活力的
影响.结果(表 1)表明,各修饰剂对 GOD 活力存在不
同的影响效果. 巯基乙醇、pCMB、醋酸酐、PM SF 对酶
活力基本没有影响, NBS、溴代乙酸、乙酰丙酮对该酶
活力有不同程度的抑制作用, 它们对酶活力影响较大.
表 1 几种化学修饰剂对青霉菌 GO D活力的影响
T ab. 1 Effects of chemical mo dificatio n r eagents on the G OD
act ivity fr om Penicillium amagasak iens
化合物 浓度/ ( mmo l L - 1 ) 相对活力/ %
对照 0 100. 0
pCM B 0. 048 96. 2! 2. 2
0. 192 98. 5! 2. 5
PM SF 10 101. 2 ! 1. 6
50 101. 7 ! 2. 5
醋酸酐 3 100. 4 ! 1. 3
15 99. 0! 1. 6
巯基乙醇 50 107. 3 ! 2. 3
200 108. 8 ! 1. 8
N BS 0. 013 90. 7! 1. 6
0. 026 56. 7! 1. 7
0. 05 2. 5 ! 1. 3
溴代乙酸 10 88. 5! 2. 1
30 61. 9! 1. 4
60 13. 8! 2. 3
乙酰丙酮 2 82. 4! 1. 8
8 52. 0! 2. 3





们对酶活力影响的浓度效应, 结果(图 1)表明: 随着
效应物浓度的提高,酶活力逐渐下降, 呈现浓度效应.
NBS 导致酶活力下降 50%的抑制浓度( I C50 )为 28. 5
mol/ L .而溴代乙酸、乙酰丙酮的 I C50分别为 40. 8,
8. 7 m mo l/ L . N BS 对该酶的抑制能力明显高于溴代
乙酸、乙酰丙酮的抑制能力.
图 1 N BS、溴代乙酸、乙酰丙酮对青霉菌 GO D催化活力的
影响
F ig. 1 Effects o f N BS, BrA c and Acety l aceto ne on the ac
t ivit y of G OD f rom P enicil lium amag asakiens
2. 3 NBS 对酶抑制作用机理的判断
分别在含不同浓度 NBS的活力测定体系中,固定
底物浓度为 0. 55 mol/ L, 改变酶的加入量,测定不同
浓度的NBS下酶浓度对青霉菌 GOD催化葡萄糖的催
化活力的影响. 以效应物作用后的剩余酶活力对加入
酶量作图,得到一组通过原点的直线(图 2) , 随着效应






浓度, 测定不同浓度 NBS 对酶活力的影响, 以 Lin
ew eav er Bur k双倒数作图, 判断 NBS 的抑制类型,结
果见图 3.由图 3 可见, Linew eaver Burk 双倒数作图
得到一组相交于横轴的直线(图 3I) , 说明 NBS 不影
响K m , 只影响Vm , 其抑制机理表现为非竞争性类型.
NBS 可以同时与游离酶 ( E) 和结合酶 ( ES)结合,且
结合常数相同. 以不同浓度 NBS 下测定的 1/ Vm 对
NBS浓度作图(图3II )为一条直线, 从横轴的截距可
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以求得抑制常数( K I )为 19. 2 mo l/ L.
3 讨 论
GOD广泛地分布于动物、植物和微生物体内. 它




催化动力学的影响, 对 GOD 的催化机理及功能研究
具有重要意义.
修饰剂对酶活力的影响表明, pCM B、PM SF、醋酸
酐、巯基乙醇对酶活力没有影响; 而 NBS、溴代乙酸、
乙酰丙酮对酶均具有强烈的抑制作用, 其 I C50分别为:





理表现为可逆非竞争性抑制, 说明 NBS不影响 K m ,只
影响 Vm . NBS可以同时与游离酶和结合酶结合,对两
种形式的酶均能起抑制作用. 但结合常数相同,故不能
由增加底物浓度而克服 NBS 对酶的非竞争性抑制效
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Abstract: Effects of chemical mo dificatio n reagents o n the act ivity of G OD fro m Penicillium amag asakiens e w ere studied. T he re
sults show ed that the residues of hist idine, try pto phan and L arg inine g uanidine w ere necessary fo r t he enzyme activity, while the resi
dues o f mercapto, disulfide bond, sulfide, serine defo rmit y, car bo xy l of acidic amino acids ly sine w ere no t necessar y fo r the enzy me ac
t ivit y. BrA c, NBS, acetyl aceto ne inhibit ed enzyme activ ity o bv iously . T hey wer e potential po tent inhibito r, and the inhibito r∀s concen
t ratio n leading to 50% of enzyme act ivity lo st( IC50 ) wer e estimated to be 40. 8, 28. 5, 8. 7 mmol/ L . T he inhibitor y kinet ics and mecha
nism o f NBS on the enzyme w ere studied. It sho wed that the inhibition of N BS to GO D w as r ev ersible and no ncompetit ive. T he inhibi
t ion constant ( K I ) w as deter mined to be 19. 2 mol/ L . T he data fr om this study can be useful to t he application of GO D.
Key words: glucose ox idase; p enicil lium amagasakiense ; chemical mo dification r eag ents; inhibitio n
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